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^ » %X%tWi®%- (feWZm ■ RCA Combined Nanoparticle-Based Optical Detection 
Technique for Protein Microarray) 

The present invention provides an optical 
detection method for a protein microarray. The 
method includes the steps of providing a capture 
molecule, recognizing a biomolecule on the protein 
microarray by the capture molecule, providing a 
primer to connect with the capture molecule, 
amplifying the signal of the primer on the capture 
molecule by a rolling circle amplification system, 




^ - (# B ^^^ : RCA Combined Nanoparticle-Based Optical Detection 

Technique for Protein Microarray) 

and detecting the amplified signal of the primer 
by a nanogold probe. 
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3. - %m^n (i) 
# W ft M & #r 41 ^ 
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M ^ - n & ^RCA mtiA % # 4fc £r ^ f $t P-£ 
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#L #T 

g #tDNA «t n ( DN A microarray ) #J *Jf # * T M 
&i ' | & f t P# ?>] ( Protein microarray ) B B a # #j 

a A * $ 5fc <(4 6^ «fc ?'J a B 9 £ *fc g ' t^J-Xil:^^ 

*j^f*^&i/«i@# • a it ' £ H # * «t # 4i ^ t ' & 

*fcJ*fl;*j£****fcriA*#*^tt^*r#. * • *L It a- 
(antibody) & 4fc ^ #f # - 44 (specificity) ' 
*l It ^ ffi Ufc ^ *r #L ^ (antigen) • >fc A 2 *t & 

*fe Jffr i&fc ' - ili^^t&^l-t'lil^&fe (solid 
a s e ) • «t tf jfcb & # S - ^ Jfc — 1& £ T «. ^ aft. 2fc 
m & m '&3.^ft&fc&$Lfc 4b 

• £-4§:i-£-#j#mil « 4* *l #^1^-7- # & ^ M #> ' - 
ft * £ Ait R fa it * (label) ° a^T*#ife«.ffl6(j 

* M % '14 # (radioisotope ) - g & 
fluorescence) U 7k. -fc (enzyme) >fe ° 

JiJ-g^r^jL ' >fcflT##j*fcJifc£fcLt ' ft ^ - £ 

#6d4S$4«Af ° & 4t '14 # tf & 2fr £- El 

# e, # ^ <14 ibj «e • a^#i|^fi^t#4sf 
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2. * frwmw (3) , 

& & f - m & - & fe. nk - 

*o m it 2r & ' ^ t t ?i f i, - ^ t s i 't ii ' & # 

?'J # «. -fe 5. ^20 —8 0 bp ' ft ^ 2 5 — 4 5 bp • 

*» m i£ 2r * » t i£ 51 4i5 ' ' a #| 

tt * 4* ^ at ft • 

*» flf i£ 3" * ' ^- t M Id f ^ i A % &t eL ^ — D N A 

* ^ ^ - - n, % m #L - # Si J& ft • 

*o m i& 4i 3" * » *t«4t^«*l**^tj[5|-f-5.*B4L 

# ' ffij -*r # t£ 5i & ^ - 

*» #r ifc 4i • * t « I 3* ^ afc A % & % & & 
DNA * ^ J» 4i ft ft ' £. ± - i% ft ^ « 51 4i iB ^ i% 3* 

$ I ^ 5. i ^ f t)i 6-j D N A • 

*o m 41 3" * ' * t t& 4t ff> & fe 41 tf SI # ^ t ^ 

^^ 25 - 1 0 0 bp ' $5t^^30~50 bp ° 

*» m i& 4i 3r * . ^ till^lt ^ £t # & - a - AS: 
% V Si ^ 4* 4i * *tt- • 

JU 0 — 6 0 bp ' ft & 1 5 — 2 5 bp • 

•to m i£ 4i >&r * • & t t£ AS: S « If Si 4i5 * ^ # - 

SH & • & f£ ^ # ^ ^ £ & jl & j| • 

*i m it 4i 3" * > £■ + i* * *t #&IH#&£fl&ft 

*» m it 4i 2r & » ^ t i III- *t # « T ?'J 2r ^ # : 
a. $f - 3& it m a i >& > & u m ^- * jfe ft. & 




3. - mtm (4) 
it ; 

b. U #HAuCl 4 * * #. ' it it *r ^ & th7 tf L 5. #fc ; 

c . it ^ - ^ #j ' M&j&&m3-&<& ; 

d. & Hi 7jc jr & # ^ $ Bf ifec & • # m EJ 15 ft 
it Ik ' * ^ Sfc _L «p ; ^ 

e. a - & at n & $ . & # it # it *f Bfe- a m m f 

& ' m # ^ 4 °C T ffi f # ° 

#r sdt z_ ij & ' & + #-J|*c4Ll*3S,&-#]j&# # Sit #9 
flit ' J. ^ 4*. f. # ^ i£ % & *£l A 'h ^ I5J fln «9 & & * ^ 
* * • 

#r i£ 4l 3r ' # % ft Jl # # 16 nm ^ ft # & 
' #) $ ^ 1 mL ' 1 % m # & Si #3 7jC j|i ^ o 
*» flr i£ 3r > & t 4l sg #J & ^ si » « 

it % U i% *fc a >J> ^5 nm ^ f£ & # 4r *t • 

*»mi£*-£-#£»*fc ' I ttifetA >]> & 1 nm fj 1 0 0 
nm ' #i #: ^7 5 n m M 3 0 n m • 

/9f it 4l * ' & *i*£.4fca-^-#|**-i£ # ^ -f- > 
£ 4,C3 ~C12 4l 14 » - ** f£ # #-SH 4fc. ' ^ H'HI- 
COOH & » it j^SMPB - EDC/NHS ft Bl *L Ik % ft 0 £ ^ i£ 
«. ?'J _L - 

*fc ' # & ^ : - 4ti ^ ' iffl aff^tf 6 ft ?<] Ji 
- 3l to ft ^ ; - 51 ^ ' 4&#t**B#ia--?-i£4£ » - * % 3* 
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DNA ^ ^ ^ ^ ^ ffi • J. ± - i% # ^ 51 ^ * £ #1 * Jt 
^ M 4& ^ ^ ?'J £-ffi K %sl 6\jDNA ^ -f- - 

*» m it 4i ^> ' A ttt ^ M *L 4i « ^ §^ ^ ?.J ^ & -fe 
^1,25 -1 00 bp > 1,30 -50 bp = 

■kP fir ife 4i ^ & . £. t ^ ^ 4r # #r % - *X - Wl 
% & # m. & «k> 4i 4k X fo. • 

*» m i& 4i & *fc ' • * tt^^S « tf «t 4i ^. ?.J H t^I 
^10—60 bp ' #M£JU5~25 bp « 

4o m it 4i ^ & . ^ t « * JK S «E If 2^ 4i 5 ' ^ ^ # # - 




* 9 I 



s. - &wmn (6) 

sh * . & &m * & & ft A & SLA *fe • 

4o #r ilk 4L & #4 ' ^t«^*^-*t^*Hi^*^aj« 

C3 ~C12 ^ • - *%\% i$ *-SH * ' 3 - H'j Hji-COOH 

S • ii aSMPB - EDC/NHS ft J& BL Jf& $. «f #J fl& ® ^ ^ « «t 

4s>fS4f»*T?'Jir^fe^^,*ffl^,t«.W ' # # - It & 
a& /S£ • 



^ «fe ^ 

*#«W3*A.J9!rJfe*.&3fr*L*!^*- if 4* £ 4fc * *, & J* 
Hk (antigenic epitopes) ^- ^ ^ fft — 44 i 

^ jffi a * # & 44 &} >fc m ' *i<b&i|i4$t 
«£ ( biomarker ) #<J ^ $K ^ & & ^ l£ ^ i& M 3^ t i& 

• a s& ^ a - & # & ^ ^ $~ *f g£ a $ m 4f J] » i ^ 

* # # * ^ * ^ # li 6tT #. a°a # ' ' & * *t # * A & 

b£ ' *\ # * H A S & & ^ jf. - 44 « ffij ^ % ^ ffl ft $t 
^ * ^ >Ji tMt tfl f& 3i A (rolling circle 
amplification > RC A ) &&B&^&*^>|&4L&#f*.<K2*J£- 

# B £ #r «. ffl W^Ut^AA^Hfc^ aDNA * ^ J» 
(DNA polymerase) ^^EtiA^i^^ • ^ I £ II # 
T (isothermal conditions) » "q* « Ml 44 i& & fa ^ # # 
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3. - %tWf£W (7) , 
(linear / geometric kinetics) if X it % *f ^ #j & tf 
8£ m 4& • 4£ ffl - * *t 51 -7- (primer ) - RCA & & ^* « 
£ & # # ft ^ £. $k ~5 4® % it # sfc ^ #1 4& 4 ?'J 
if tf> afc A % & t i£ ^ T & It / #L % ¥j Sl Mm M ' 51 -f- 

5' *ft * #Litt it ^ ' ^ ^ Jf ^DNA & *L - DNA |fr • a 

A « tf & ^ *4 6<j -It >X T ' RCA & #LBLMM.± — & 
fr*jLA£®&&1&1fctiLJ$f>l2.m*L±1lH& ( tandem 1 y. 
repeats ) <#DNA $~ + - #jDNA "TH*^^^^^ -fift 

*J ' & 15 i # *M t4 ^ A + |^ 4 ( hapten ) & & & # ^ 

ttk v m. & m $ it > m ik m ^ m s. m m v & m. *t m & 

(hybridize) ° & % W til ft #J ik *J 3* • A ^ & V «t 
f£ # tf) & * *t # <ft £•] 6<j $1 if > 4: & ' 4^ a £ # £ »J a 
#r 4 3* -f tft ( *» : & It- *L ^ & & 5. j& ) ^ ^ 51 # 

*k & f «. #j * *8t «i ^ • & ^ & m - m & * 

2 0 • m 3f 1ft * & f 4ft P# ?-J 1 0 _L - £ 4fe ^ 1 1 ° * t ' 

« ft & ^ -^20 ^ *t ft * £ # ^ ^- ' *>i*#*^ 
■f- * * ^ f # ft : *t & - * a ftk ; fitii^-fiKi, 

21 ' & ' ^?»J>|R-S:^L^20~80 bp - 

& 42 5 ~45 bp - ffij ^ 51 -f-21 4l5' ^ # # # «f * • & 
^^^t^^*i^^20i%#o 

*'J m - * t& 3* ^ A ^ ^ft«^^f20 Ji^t 
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3_ » %mSL*% (8) 

31 -f - 2 1 t m f i A • «3t&3£*#;8fcA&*fc&>&> — DN A £ 
#3 0 ;fc31A-«tf&£#(;fc«7F) • 

&&3l4L#tfifc;f7'JJi&-fc&£25~100 bp « #3t a ^,3 0 ~ 

5 0 bp > J-£t*#&t*3l^-21.5.*g4L/f*] ' ffij & i* 51 
■f-21 gfc ^ > itffij It *ifcDNAfc<^J!fc304L#ffl • — 

^ i* 51 -f- 2 1 4l * £ & jt ^ fe3 1 4l ft f\ S. m 4l 4 >J 

6 #jDNA -f o 

a jit • m ffi $l & 2 o & * & f m i o _l ± & & 
1 1 ^ ^ l m t # * ± ill a ^dna fi&A • # *»j ffl — 

* #fc « *M0 4£ »'J «t A -^DNA - t£ * *fc & *M0 #> 
li-«-|f S^f S£401 # 4fr ^ ^ * &.402 ° * + ' t* 
^ * & 4 0 2 4, ® & & £ A If 51 ' ffQ«^-J&S«tflfe4 01 
*-#*J>i.gt-&&iM0~ 60 bp > & ft A15 ~25 bp » X * 

5 ' \§r tffi % -SH & • ' & #«^*^&4t«:fc.&&/&.|±- * 

^ t£ JBt % & tf S&40 1 * # J^. « 1 A ^DNA S. M ^ %> n ' it 

^&&i£s.mftnz-m.&ftm ife - # j*j iif 6f ftpi ?>j 
l o *l & i& m ft • 

# # ' * ^ ^- * ^ *&. m *f M s. m a * # & ^ # tfi 
ft & -s. -sr & ' s. ^ #: <m %m fj ' 

#7 # & «t # • It 4£ ^hydroquinone Jfr 4R. ^ it fa & M <& M 
#3 ffl (silver enhancement) • Itli^FAtst 

& . J. f 6 f B a B ^ Ifl f u 4 5. # * - ^ # ^ f ^ # ^ i ffij 
*fc fcj *J • & W ffi & & m i$L W #j %l - 1® a & tK 4r *t # 

^ ^ ^ ^ ^ ife * >r ' a& m u & m & «t /J^ ^fb B a a >{ * © 
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3- - frWiHW (9) 

a t i ^ fb • 

*f Wt«*#^ *t m *t # * *fc *J ^r^ttfttt&jfc** 
m ^^r'ffe^^®€^.^#. (Surface Plasmon 
Resonance, SPR) J& & 4L « • m. & til m £• & > #l M 
44 m iSL ° * ^ 4r & 1% 4. #7 #j $ & 49 '1-4 ' #l o° 0 #j & 

t 'li T A tl HI- • te#t^gifc4&ff#£$fc&ja&&*&&3fc 
& # pq & ' $J * # jfe b£ m. K M %l % tfj 4& m ^ ffl ' 21 
A 4fc it fi- m ^1 ' fl& £ # *&. Jt'J & & itb $1 >& ' & it it 

*f 6<j ^■JBt'^*^-*t5g.>&-sr^4 °c t # at it /! • m -14 # 

^ ^ «. # -fc ffl ' * £ =fe £ 6<J #. u°o ^ *f /& & T jfe • 4b # 
<I4 * 4fc Jl -14 3* *fc*f^tH.*£&W^*-&A ts «L P£ ' 0 itb 

* ^ ^ * # # % '1-4 ( reproducibi 1 ity ) *T tfi & 4b « * 

ISJ *f Jttt & a B a >} fa m & %.*LrA$k&7tiL&#] rs rtb 4% <f4 

(comparability) » # i% # T flt 'J- 4b 

(miniaturization) jULs&B^-sTi&ffl^jff^ - 1£ ft ^ # ^ 
4St. ft -f- m & # # A tR. *fc fcb (signal-to-noise 

ratio) ft « t m 4a & ^ a % jt II & & J* % P# ?'J • * ^ 
A 'J> m. f 'J i») T ^ # 5. -il ^ a T (sub-micrometer ) #j 
^ -14 • -f- e ^ *f Ji ' - t A ^ ^ A Wl ?'J # 

# ?'J I i i 6^7 *f ««iti«ia J: • itb W 

^ ^ ft ^fe * » ^7 # ^ ^ P# ?>J B 9 a ^ Ji # ^ 4- %Q * X 4t 

ffl ^ ^ *J • ilb ^ ft ^ ^ ^ ^>'J ^ It Ifc ift ffl Ji ^ # # # & 
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3. > (10) 

# «t # - ^.ffii^^T-^^. a B a ^ ^ $j & & -t. m & m ok n 

& % W #J ft jft # 3* #'J 7F ^ T © # * #J t ' & tL & 

&%.&)ttWMmi[ ' ^ m ^ -t ±& m. f'J ^ # ^ • 

y 3fc fr] - : jj 

J[ # 1 6 nm -t ^ /1t ^ Kl f ^ (citrate reduction of 
HAuCl 4 ) : 

-fit ffl ifr /9f # #J 3& ii & J-X i 7jc (aqua regia -3 
parts HC1 + 1 part HN0 3 ) • # ^- m * 

(ddH 2 0 ) & & a* |t o £ fli HAuCl 4 ( 0.01 % '50 mL) 
7jc >& > it If fr> & vlfl (reflux) 5. ifc » ffi ft ^ it *j A 
1 mL ' 1 % # #t St. #3 ?Jc i$L ( tr i sodi urn ci trate ) » ifcb 
& it ^ #J ' ^J^^^-^iS^/&^r° j»- $L M & # * & H ft & 
at *x & • # ft & # ft ft • » ifc « 4* # EJ flfc 15 ^ 4t • /» ft 
3p 4 ^ _L ' «0. 2 2 mm nylon filter • # it ff it 

' a* 4 °C T tif # • flf*L4**-*#**fc 

TEM SJ 4o # — ffl flf 

5. ^ * 4& ^ ^«*tA^6<j^*^*t$l^^r $1 to >fr © 
m i£ ' °£ it ^ #| ^^*lA^^i»r^^Be,il^ *&. A. * * ft 
ffij & ft • *>-srffl^J(t«t^^3t4i#l ' *. it ^ $L -ft *t # 'h 
^5 nm ^ * #4 • ffij i§ ^ ^ ^ $- 4L * & A JU 
n m f 'J 1 0 0 n m • & 4± 5 n m $'J 3 0 n m • 
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i * %*n?tw (ii) a| 

± foj — : & %l i& & m ^ 

5 « V i& # # £ * *fc # !# (ol igonucleotide 
modified nanogold particle ) • 

i^3.1 mM ' Fp| = 1 tl x probe * 5. ) ^ «, ^ & # 
£16 * • ffiM&. ' #£^0.1 M NaCl « ZLl 0 mM 
phosphate buffer (pH 7 ) t • # £.40 /J* - &U 400 0 rpm 

6 «a 2 5 m i n « * Bfc- _L if & # f 'J nf &l & ^ jjfc 4*7 >7l M • a 5 
mL^O.l M NaCli&lO mM phosphate buffer (pH 7 ) jjfc 

Sfe ' # i§£ Bfc- * _L >f • 4 «f ^ 7v5 mL '0.3 M NaCl / 
10 mM phosphate buffer (pH 7) / 0.01% azide 
solution ' It t ;fL « » & & t% % ^ » *P S& $L # #r -g- 4^ #1 

4f «. • 

i t ^?U*«0 > 1 / 2 - x probe (1 x probe ft # 

^3.1 mM 4^ S 4£ 8& ) ^ ^ * ^ f# ( # **. 

51 ^52 ^ 5 3 5 4 ) > *mt£-#£-*n3E.520 nm >4 $P Wl *8l 
T PI- m JSL ' ^Ttt#^^^*t4tfl&«-#3&A • 

ifc *h ' ^ % W ^ S 4£ If St ^ ^ 4l 4k * *t m H & % ± 
*f ej i|t # *>] ffl 6<j -ft ft • 

ft 3fc =- : Be. £ # 6fr % fft jj ^ B B a >j tfl ft afc, A j M, 

tfl ft afc A #j JSL M, iSL (50 mL ) t^0. 05 / 0.06 

nmo 1 e £R ^ & #L / 31 -f- ( .5 * J$ 6 # * «c & • ft ^ H 
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s. - &wvlw (12) 

#L * it & ' ^ #l ft) > ImM dNTP 'IX Reaction Buffer 
(10 mM Tris-HCl (pH7.5), 5 mM MgCl 2 , 7.5 mM 
di thiothrei tol ) » DNA t ^ t( t l?E. coli DNA 

Polymerase I, ~ 5 units ) » *»ddH 2 OS.Ml.S.ife«.^50 
mL > ^37°C T * >£1 hr ° 

tR. ife A A #L ^ * *t 4LTEM W *» w B /9f ° ffij # i 
B) fl'J ^« t # ffc «J RCA i A-tlli » 

£ gfe M eg •• 4£ m 

m &. & & ?j & & *»j m C3 ~ci 2 ^ ^ it & ^ 

( 1 inker ) 1 2 • ^-SH* ■ # - H'J # Ifc-COOH 

& ' M. aSMPB > EDC/NHS ft % Bl M 3. ffi ftj • 4£DNA £- & f 

^^^^^B^^ifeJi • ^ & m & _l itRCA m *fe at a a 

#r » a #- 4$ *f 4l ^- # $l it e *8t *! « *fc jW * # ^ & ft 34 
* 4L 5£ 60 & JH- sfc it T J-XSPR it # ' ilb -JW J-XELISA 
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